大豆异黄酮对肝纤维化大鼠肝损伤保护作用的实验研究 by 赵育芳 et al.
【实验研究】
大豆异黄酮对肝纤维化大鼠肝损伤保护作用的实验研究
*
赵育芳
1
黄亦琦
2
张永生
3
徐珊
3
杨辉
2
1 厦门大学医学院中医系(361005) 2 厦门市医药研究所(361005) 3 浙江中医药大学(310053)
摘要:目的 观察大豆异黄酮(SI) 对实 验 性 肝 纤 维 化 大 鼠 肝 损 伤 的 保 护 作 用，为 进 一 步 研 究 SI 抗 肝 纤 维 化 作 用 提 供 实 验 依
据。方法 采用 CCl4 诱导的肝纤维化大鼠模型，造模同时用 SI 水溶液 10ml / kg·d(90mg /kg·d) 灌 胃 进 行 早 期 干 预，检 测 血 清 肝 功
能(ALT、AST、ALB、TP) ，光镜下观 察 肝 组 织 病 理 变 化 及 炎 症 活 动 度。结 果 SI 可 明 显 降 低 大 鼠 血 清 ALT、AST 水 平，升 高 血 清
ALB、TP 水平，减轻肝实质的炎症病理损伤。结论 SI 具有一定的保肝护肝作用，有助于预防和阻断肝纤维化的发生。
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大豆异黄酮( soybean isoflavones SI) 是大豆生长过
程中形成的次生代谢物，因其具有多种生物活性，且来
源广泛、成 本 低 廉，日 益 受 到 关 注。现 代 研 究 已 经 证
实，SI 具有抗炎、抗肿瘤、抗动脉粥样硬化、抗辐射、抗
氧化、改善更年期综合征、改善骨质疏松等作用，在防
治疾病方面的应用越来越受到重视。近年来，有人开
始关注 SI 对肝病以及脏器纤维化的防治作用，认为 SI
可能具有保护肝损伤的作用并有利于肝纤维化的预防
和逆转。本实验旨在观察 大 豆 异 黄 酮 对 CCl4 诱 导 的
肝纤维化大鼠肝损伤的保护作用，为进一步探讨其预
防和治疗肝纤维化的作用提供实验基础。
1 材料与方法
1. 1 材料
1. 1. 1 动物 健康清洁级 SD 大鼠 50 只，雄性，体重
220 ± 20g，由浙江中医药大学实验动物中心提供，普通
级饲养条件。
1. 1. 2 主 要 试 剂 CCl4 分 析 纯:上 海 凌 峰 化 学 试 剂
有限公司。橄榄油化学纯:国药集团化学试剂有限公
司。大豆异黄酮:浙江欣欣生化科技有限公司。肝功
能试剂盒:上海生物制品研究所。
1. 1. 3 主要器材:全自动血生化分析仪:日本日立公
司。SN-698B 型智能放 免 γ 测 量 仪:上 海 原 子 能 研 究
所日环仪器一厂。
1. 2 方法
1. 2. 1 分组和造模 按照随机数字法随机分为 3 组
并编号，即正常组(10 只)、模型组 (20 只)、SI 预防组
(20 只)。参照经典的 CCl4 大鼠肝纤维化模型制备方
法
［1］，将 CCl4 和橄榄油按照 4∶ 6比例配成浓度为 40%
的 CCl4 油剂，模型组和 SI 预防组皮下 注 射 40% CCl4
油剂 0. 3ml /100g，每周两次，每周称重 1 次，根据体重
调整 CCl4 油剂用量，共注射 8 周。正常组用相同剂量
的 0. 9% 生理盐水代替 40% 的 CCl4 油剂皮下注射。
1. 2. 2 各组药物干预及处理 在用 40% 的 CCl4 油剂
皮下注射造模 的 同 时，SI 预 防 组 用 1. 8% 的 大 豆 异 黄
酮水溶液 10ml / kg / d(90mg /kg / d) 灌胃进行预防治疗，
持续 8 周。正常组和模型组用相同剂量的 0. 9% 生理
盐水代替 SI 灌胃。
1. 2. 3 标本的采集和处理 大鼠处死前禁食 12h，称
量体重。采用 3% 的 戊 巴 比 妥 1. 5mg /kg 腹 腔 注 射 麻
醉，麻醉生效后，迅速从下腔静脉取血 10ml，平卧状态
下剖腹，取肝脏、脾脏称重，去肝脏筋膜，用肉眼观察大
鼠肝脏的外形、体积、颜色、质地改变，将肝脏置于冰生
理盐水中充分洗涤后，部分固定于 10% 中性福尔马林
溶液中，其余肝组织迅速置于液氮中保存备用。取出
的静脉血常温下在试管中静置 2 小时后，吸取上清液，
移至 eppendorf 小管中，放入 － 20℃ 冰箱保存待测。肝
组织用 10% 中性 福 尔 马 林 溶 液 固 定 24 小 时 后，按 照
1cm × 1cm × 0. 2cm 大 小 取 材，放 入 取 材 框 中，标 记 后
流水充分冲洗 > 30 分钟，梯度酒精脱水，二甲 苯 透 明
后浸蜡，常规石蜡包埋，连续切片，予以苏木素-伊红染
色。
1. 2. 4 指标观察与检测
1. 2. 4. 1 各组大鼠肝组织病理变化和炎症 损 伤 情 况
光镜下观察大鼠肝组织病理变化。依据组织病理学
炎症活动度 半 定 量 计 分 系 统 ( SSS)［2］，对 每 张 切 片 进
行计分统计，反映其炎症活动程度，并作比较。
1. 2. 4. 2 血清肝功能检测:按照说明书操作。
1. 3 统计方法 用 SPSS12. 0 统计软件进行统计学分
析，计量资料以均数 ± 标准差(珋x ± s) 表示，采用单因素
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方差分析，均 数 间 两 两 比 较 当 方 差 齐 时 采 用 LSD 检
验，方差不齐时采用 Dunnett＇s T3 检验。
2 结果
2. 1 各组大鼠体重变化情况 见表 1、插图 1。正常
组大鼠体重增长速度明显比其它两组快，模型组大鼠
进食量下降、体重下降、有软便等现象，模型组大鼠体
重第 4 周开始总体下降明显，预防组大鼠体重平稳增
长，但增长幅度和速度小于正常组。
表 1 各组大鼠体重变化情况比较
时间
正常组 模型组 SI 预防组
n 体重( g) n 体重( g) n 体重( g)
0 周 10 220. 90 ± 15. 96 20 216. 60 ± 11. 39 20 206. 65 ± 12. 59
2 周 10 328. 20 ± 19. 33 12 271. 69 ± 27. 67 14 242. 62 ± 24. 56
4 周 10 371. 20 ± 26. 03 10 300. 42 ± 39. 89 13 289. 09 ± 24. 17
6 周 10 413. 40 ± 36. 21 9 305. 33 ± 54. 19 12 316. 55 ± 33. 60
8 周 10 427. 30 ± 29. 60 9 293. 70 ± 50. 76 12 339. 36 ± 50. 48
注:与正常组比较 * P < 0. 05，P < 0. 01，与模型组比较 #P < 0. 05，##P < 0. 01。
图 1 各组大鼠体重变化图
2. 2 各组大鼠肝、脾指数比较 见表 2。模型组大鼠
肝、脾指数高于 正 常 组;SI 预 防 组 大 鼠 肝 指 数 高 于 正
常组，但比模型 组 低;SI 预 防 组 大 鼠 脾 指 数 低 于 模 型
组。
表 2 各组大鼠肝、脾指数比较
组别 动物数( n)
肝指数 /
(100g 体重)
脾指数 /
(100g 体重)
正常组 10 2. 88 ± 0. 18 0. 22 ± 0. 03
模型组 9 5. 70 ± 0. 51 0. 29 ± 0. 09 *
SI 预防组 12 4. 71 ± 0. 94 # 0. 22 ± 0. 05 #
注:与正常组比较 * P < 0. 05，P < 0. 01，与模型组比较 # P < 0. 05，## P <
0. 01。
2. 3 各组大鼠肝组织病理变化 肉眼观察，正常组大
鼠肝脏颜色深红，表面光滑，边缘锐利，质地较软;模型
组大鼠肝脏增大，颜色浅，边缘钝，质地硬，表面有粗颗
粒状表现，与周 围 器 官 粘 连 广 泛;SI 预 防 组 大 鼠 肝 脏
颜色较红，体积略增大，表面欠光滑。有的大鼠肝脏表
面不平，可见细颗粒状表现。
HE 染色光 镜 下 观 察，正 常 组 大 鼠 肝 组 织 肝 细 胞
索结构清晰、排列整齐，肝细胞以中央静脉为中心呈放
射状排列，肝细胞无明显变性坏死，肝小叶结构完好，
汇管区无扩大，未见明显的纤维组织增生及炎细胞浸
润;模型组大鼠肝组织肝细胞排列紊乱，并出现弥漫空
泡变性，有散在的小坏 死 灶，肝 窦 及 中 央 静 脉 明 显 扩
张，肝索排列紊乱，门管区及肝小叶内可见明显的灶性
淋巴细胞浸润，肝小叶 结 构 大 部 分 被 破 坏，可 见 间 质
细胞大量弥 漫 性 增 生，形 成 纤 维 间 隔，分 隔 包 绕 肝 细
胞，有假小叶形 成;SI 预 防 组 肝 细 胞 空 泡 变 性 和 坏 死
减轻，仍可见排列整齐的肝细胞，可见散在的炎细胞浸
润，少量纤维组织增生。
炎症活动度评分结果比较见表 3。
表 3 各组大鼠肝组织炎症活动度评分结果
组别 动物数( n) 炎症活动度计分
正常组 10 1. 05 ± 0. 85
模型组 9 6. 67 ± 1. 73
SI 预防组 12 4. 67 ± 1. 23 ##
注:与正常组比较 *P < 0. 05，P < 0. 01，与 模 型 组 比 较 # P < 0. 05，## P <
0. 01。
2. 4 各组大鼠 血 清 肝 功 能 的 比 较 见 表 4。各 组 大
鼠血清肝功 能 检 测 表 明:与 正 常 组 相 比，模 型 组 大 鼠
ALT、AST 明显增高，血清 ALB 含量明显降低;SI 预防
组大鼠 ALT、AST 与 预 防 组 相 比 明 显 降 低，血 清 ALB
明显升高。
表 4 各组大鼠血清肝功能比较
组 别 n ALT( IU / L) AST( IU / L) TP( g / L) ALB( g / L)
正 常 组 10 35. 90 ± 5. 04 103. 50 ± 16. 24 36. 30 ± 1. 16 28. 00 ± 1. 41
模 型 组 9 740. 22 ± 250. 29 957. 89 ± 369. 23 29. 78 ± 3. 73 23. 11 ± 3. 59 *
预 防 组 12 239. 17 ± 120. 48 ## 373. 33 ± 180. 21 ## 34. 58 ± 2. 47 # 27. 50 ± 2. 43 #
注 :与 正 常 组 比 较 * P < 0. 05，P < 0. 01，与 模 型 组 比 较 #P < 0. 05，##P < 0. 01。
3 讨论
肝细胞损伤引起的炎症反应是促成肝纤维化形成
的直接因素
［3 ～ 5］，受损的肝细胞释放 ROS 和成纤维样
介质，并通过炎症趋化反应导致炎细胞的聚集。炎症
细胞，包括淋巴 细 胞 和 多 形 核 细 胞，可 以 激 活 HSC 分
泌胶原。活化的 HSC 又可分泌炎症趋化因子，表达细
胞粘附分子，并调控淋巴细胞的活化状态，形成炎症细
胞和纤维生成细胞相互刺激的恶性循环。只要炎症等
病理因素刺激持续存在，肝纤维化病程就会延续。目
前，阻断和逆 转 肝 纤 维 化 的 必 要 途 径 有 二
［6］:一 是 去
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除致病因子、控 制 原 发 病，二 是 以 HSC 作 为 靶 细 胞 的
抗纤维化治疗。病因治疗是最根本的治疗手段，也是
目前抗肝 纤 维 化 最 有 效 的 治 疗 手 段
［7］。病 因 治 疗 的
目的主要就 是 通 过 减 轻 肝 损 伤 和 肝 脏 实 质 的 炎 症 坏
死，减少肝星状细胞活化，从而减少 ECM 的产生和分
泌，最终在一定程度上抑制肝纤维化进程。
以往的实验已 经 证 实 SI 具 有 抗 氧 化、抗 炎、抑 制
免疫激活等作用，关于 SI 对于肝病和脏器纤维化的作
用也有报道。动物实验研 究 表 明 SI 对 小 鼠 急 性 肝 损
伤有明显的保护作用
［8］，还可以抑制单侧输尿管梗阻
大鼠肾 TGF-βmRNA 的表达［9］，对实验性大鼠肾 间 质
纤维化有一定的防治作用
［10］。体外实验研究表明 4，
5，7-三羟基异黄酮可以抑制肝纤维化大鼠肝窦内皮细
胞增殖、促 进 其 合 成 一 氧 化 氮［11］，4，5，6-三 羟 基 异 黄
酮可以 抑 制 体 外 培 养 的 HSC 的 增 殖［12］、抑 制 激 活
HSC 的胞浆内游离钙水平、并使其细胞骨架蛋白 β －
actin 受损伤［13］。本次实验研究表明，用 SI 早期干预，
可以改善 CCl4 诱导的肝纤维化大鼠体重等一般情况，
减轻大鼠肝脏实质的炎性细胞的浸润、减少肝细胞的
变性和坏死、减轻肝小叶结构破坏等，并可以明显改善
CCl4 诱导的 肝 纤 维 化 大 鼠 的 肝 脏 功 能。炎 症 和 肝 细
胞损伤是肝纤维化的启动因素，减轻肝脏炎症，保护细
胞，防止肝损伤，必然有助于阻断肝纤维化的发生。这
些都为我们进一步探讨 SI 预防和 治 疗 肝 纤 维 化 作 用
提供了一定的依据。
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辛味化瘀通络对脑梗死大鼠脑组织微血管密度的影响
齐宝芳 邱幸凡 张六通 湖北中医学院( 武汉 430065)
摘要:目的 研究辛味化瘀通络对脑梗死大鼠脑组织微血管密度的影响，为中医络病 的 化 瘀 通 络 治 疗 提 供 相 应 的 实 验 数 据 和
应用基础。方法 线栓法复制脑梗死大鼠模型。随机分为正常组、模型组、辛味低剂量组、辛味高剂量组、非辛味低剂量组、非辛味
高剂量组。灌胃治疗 7 天后，运用免疫组化法检测大鼠 脑 组 织 CD31 蛋 白 表 达。采 用 Weidner 方 法 进 行 微 血 管 判 定 及 计 数。结 果
各化瘀通络组与模型组有非常显著差异(P < 0. 01) ;辛味各剂量组与非辛味 各 剂 量 组 有 显 著 差 异 (P < 0. 05)。结 论 化 瘀 通 络
能促进脑梗死大鼠脑组织半暗带区血管新生，并且辛味化瘀通络的作用更加明显。
关键词:辛味化瘀通络;非辛味化瘀通络;血管新生;微血管密度(MVD)
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脑梗 死 ( cerebral infarction，CI) 是 指 由 于 脑 部 血
液供应障碍，缺血缺氧而引起的局限性脑组织的缺血
性坏死或脑软 化，约 占 全 部 脑 卒 中 的 80% ［1］，属 于 中
医学“中风病”范畴。中医学认为中风之病位在脑络，
基本病理改 变 为 脑 络 瘀 阻，治 疗 则 以 化 瘀 通 络 为 主。
对于通络药 物，清 代 医 家 叶 天 士 提 出“络 以 辛 为 泄”、
“酸苦甘腻不 能 入 络”，指 出 了 以 药 物 五 味 而 言，辛 味
药对疏通络脉具有重要作用。本实验采用线栓法复制
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